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La production excessive d’IgE par les lymphocytes B est une caractéristique de
l’asthme atopique et de la rhinite allergique. Les IgE causent l’hypersensibilité des
voies respiratoires en provoquant la dégranulation des mastocytes. Plusieurs études
animales et humaines montrent une crnTélation entre les taux d’IgE chez des patients
asthmatiques et les symptômes associés à cette maladie. Donc, la forte association
entre la production des IgE et l’asthme atopique, ainsi que le rôle des IgE dans
l’hypersensibilité des voies respiratoires sont à la base de nombreuses investigations
concernant les interactions celltilaires et moléculaires qui régulent leur production.
Les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle critique dans la régulation de la synthèse des
IgE par l’entremise de la production d’IL-4 et d’IL-13. L’IL-16 agit spécifiquement
sur les cellules CD4+, induisant leur migration, l’expression du CD25 ainsi que la
régulation de la production de cytokines. De plus, l’expression d’IL-16 est augmentée
atix sites d’inflammation allergiqtie et aux sites de production des IgE. Il a été
démontré que l’IL-16 induit l’expression de l’LFN-y et inhibe la production de l’IL-5.
Le rôle potentiel de l’IL-16 dans la régulation de la production des IgE par les
lymphocytes B est inconnu. Notre projet vise principalement à démontrer si l’IL-16
détient un rôle dans la production des IgE chez des sujets atopiques.
Nos résultats démontrent que l’IL-16 diminue la production polyclonale d’IgE chez
des sujets atopiques, ainsi que l’expression du transcript CE. De plus l’IL-16 semble
agir sur la production d’IgE par une voie indépendante de l’IFN-y.
En conclusion, cette étude identifie le rôle potentiel de l’TL-16 dans les interactions
entre lymphocytes T et lymphocytes B et suggère un rôle immunornodulateur de cette
cytokine dans les réponses allergiques. L’IL-16 diminue la production d’IgE par les
lymphocytes B et peut ainsi jouer un rôle protecteur dans la pathophysiologie de
l’asthme et autres allergies.
Mots clés IgE, lymphocytes BIT, CD4, atopie, asthme, allergies, IL-16
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SUMMARY
Increased production of IgE is a hallmark of atopic asthrna and allergic rhinitis. IgE
mediates the pathogenesis of aflergic asthma through a number of pathways. 1gB
initiate immediate hypersensitivity by triggering mast celi degranulation via fcERI.
Several animal and human studies show a correlation between the levels of IgE in
asthmatic patients and the symptoms associated with this disease. The strong
association between IgE and atopic asthma as weii as the role of IgE in the
hypersensitivity of the respiratory tract have driven efforts to define the cellular and
molecular interactions that regulate its production. The production of 1gB by B celis is
highiy regulated, requiring signais provided by CD4+ T celis to drive isotype
switching to IgE. As such, CD4+ T celis synthesize IL-4 and IL-13, which stimulate
germiine C transcription. IL-16 acts specifically on CD4+ celis, causing such events
as migration, induction of CD25 and regulation of the production of cytokines.
Moreover, IL-16 is expressed at the sites of allergic inflammation and also at sites of
1gB production. It was shown that IL-16 induces the expression of WN-y and
decreases the expression of IL-5. The potential role of IL-16 in the regulation of IgE
production by B lymphocytes is stili unknown.Our project rnainly aims at
determining if IL-16 is involved in IgE production in atopic subjects.
Our resuits show that IL-16 decreases polycional IgE production by PBMC, in atopic
patients. IL-16 also decreases the expression ofthe CE transcript ofthe mRNA. Our
study shows that the reduction of IgE production by IL-16 seems to be mediated by a
pathway independent of IFN-y.
This project provides novei information on the potential role of IL-16 in the
interactions between B and T lymphocytes and points to the identification of
mechanisms by which IL-16 moduiates the deveiopment of allergic responses.
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ICHAPITRE I: NTRODUCTION
L’fL-16 est une cytokine libérée par les PBMC suite à une stimulation antigénique et
elle est fortement exprimée aux sites d’inflammation allergique. L’asthme et les
maladie allergiques sont caractérisées par une inflammation allergique importante
ainsi que par une production excessive d’IgE. Toutefois, la fonction de l’IL-16 sur la
production d’IgE est encore inconnue. L’étude qui suit permet donc d’évaluer le rôle
potentiel de l’IL-16 sur la production des IgE par les lymphpcytes B.
1. Allergies
La réaction allergique à certains antigènes communs affecte une grande partie de la
population mondiale et la prévalence des maladies allergiques ne cesse d’augmenter.
Les allergies correspondent à une défaillance du système immunitaire qui peuvent
dépendre de factetirs environnementaux autant que génétiques. Le terme allergie fût
introduit par Von Pirquet en 1906 comme étant une réaction altérée suite à une
stimulation antigénique qui peut causer soit une réponse protectrice (immunité), soit
une réponse défavorable (hypersensibilité) . Le terme allergie est maintenant défini
comme une réaction défavorable d’hypersensibilité du système immunitaire dirigée
contre des antigènes nonnalement inoffensifs. Il existe quatre types de réactions
d’hypersensibilité médiées par le système immunitaire. Les types I—III impliquent
l’action d’anticorps et se distinguent par les différentes classes d’anticorps
impliquées. Les allergies sont définies comme réaction immédiate d’hypersensibilité
2de type I, impliquant l’immunoglobuline E tIgE), tandis que les IgG génèrent des
réactions de type II et III. La réaction de type W est médiée par les cellules T et se
divise en trois sous-groupes, selon le type de cellules effectrices impliquées (cellules
T11, TH2 ou CTL) .
L’IgE est reconnue comme étant tin facteur important dans la génération de maladies
et réactions allergiques 2 Donc, dans une réaction de type I, la première rencontre
entre la muqueuse et l’antigène génère des IgE spécifiques à l’antigène et cause ainsi
une sensibilisation de l’individu . Par la suite, une nouvelle exposition à l’antigène
cause une agrégation des IgE à la surface de leurs cellules cibles, les mastocytes,
libérant ainsi une panoplie de médiateurs inflammatoires qui génèrent la réponse
allergique. Certains individus sont plus susceptibles de développer des allergies. Le
terme atopie réfère justement à cette prédisposition aux réactions d’hypersensibilité à
certains allergènes communs, caractérisée par une synthèse élevée d’IgE spécifiques à
l’allergène .
Les allergies associées aux IgE sont souvent causées par des protéines appelées
allergènes. Les plus communes sont des protéines dérivées de parasites, des protéines
alimentaires (caséine, arachide) ou des protéines provenant de végétaux (herbe à
poux, pollen) et d’animaux (acariens). Il existe plusieurs manifestations cliniques des
allergies, telles que l’asthme, la rhinite allergique et la dennatite atopique. Cette
dernière manifestation cutanée de l’atopie est une maladie inflammatoire chronique
de la peau provoquant des démangeaisons et des plaques. Aussi appelé eczéma, cette
3maladie est de plus en plus répandue depuis la deuxième guerre mondiale et affecte
maintenant près de 11 % des enfants mondialement . La plus fréquente manifestation
clinique d’allergie est la rhinite allergique. Cette maladie est une inflammation de la
muqueuse nasale causée par un allergène qui provoque des éternuements, de la
congestion nasale et de la rhinoiThée. La rhinite allergique saisonnière, mieux connue
sous le nom de rhume des foins, affecte environ 20 % de la population américaine
.
finalement, l’asthme est un syndrome clinique affectant environ 155 millions
d’ individus mondialement. Des études épidémiologiques démontrent une
augmentation de la morbidité et de la mortalité reliées à cette maladie dans les
dernières décennies. Il s’agit d’une maladie respiratoire caractérisée par une
obstruction aérienne variable, une inflammation chronique des voies aériennes ainsi
qu’une hypeiréactivité bronchique 56• L’étiologie de cette maladie est très complexe
et implique plusieurs facteurs génétiques ainsi qu’environnementaux
2. Réponse immunitaire de type allergique
2.1 Cellules TH
La réponse immunitaire de type allergique est orchestrée par des cellules effectrices
nommées lymphocytes T auxillaires (TH), exprimant les marqueurs de surface CD3 et
CD4 . Il existe deux sous-types de cellules effectrices impliquées dans
l’inflammation, soit les T111 et les TH2. Possédant des effets antagonistes, une réponse
inflammatoire a tendance à être dominée par l’effet d’un des deux sous-types de
4cellules. Les cellules TRI et TR2 sont dérivées d’un même précurseur (TRO) à la suite
de différents stimuli et génèrent des profils de cytokines distincts . Les cellules T111
sécrètent de l’IL-2, de l’IFN-y, du TNF-Œ et des lymphotoxines, induisant ainsi une
réponse immunitaire contre les pathogènes intracellulaires. La réponse TRI bloque la
réponse IgE, 1’IL-2 et Ï’WN-y agissant directement sur les lymphocytes B pour
inhiber la synthèse d’IgE À l’opposé, une réponse TH2 est induite suite à une
infection par des pathogènes extracellulaires et possède un profil de cytokines
distinct. En effet, les principales cytokines de type TH2 sont IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 et
IL-13. . Ce profil de type TH2 est également caractéristique de l’atopie ainsi que des
maladies de type allergique, telles que l’asthme et la rhinite allergique, maladies
associées à une augmentation de la production d’IgE. Ces cellules T1 effectrices
agissent donc comme une boucle immunorégulatrice, les effets TEI1 inhibant les TR2 et
vice versa . Il semble qu’un déséquilibre entre les TRI et T12 soit à l’origine de
l’inflammation allergique, les TR2 prédominant la réponse immune lors d’une
diminution de l’effet inhibiteur de I’WN-y ‘‘. Les raisons de ce déséquilibre dans les
maladies allergiques comme l’asthme ne sont pas très bien connues. Plusieurs études
démontrent tine augmentation du nombre de lymphocytes TH2 aux sites
d’inflammation allergique chez des sujets atopiques 12;13 La participation des cellules
T112 dans l’inflammation allergique a également été démontré dans plusieurs modèles
animaux. Par exemple, le transfert de cellules TR2 chez des souris naïves induit une
infiltration d’éosinophiles dans les voies aériennes, une hypersécrétion de mucus et
une hyperréactivité des voies respiratoires suite à une stimulation antigénique
14;15 Ce
sont donc les cellules TFI2 qui prédominent dans la pathophysiologie de l’asthme et les
5cytokines libérées induisent l’inflammation allergique et la libération d’IgE. Les
cellules CD4+ T112 sont présentes dans les muqueuses respiratoires et tissus
lymphoïdes des individus asthmatiques. Ces cellules étaient autrefois identifiées par
leur profli de sécrétion de cytokines, notamment IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13
et GM-CSF 16 La preuve est désonnais faite que ces cellules peuvent se distinguer
par l’expression de molécules de surface qui pourrait contrôler leur migration aux
sites inflammatoires lors de réactions allergiques. Par exemple, ces cellules expriment
des récepteurs de chirniokines tel CCR3, CCR4, CRTH2 et CCR8, ainsi qu’un
récepteur de la famille d’IL-1, T1/ST2 17-20 Les personnes allergiques ou
asthmatiques montrent donc une tendance TH2 prédominante sur la réponse THI, en
partie due aux facteurs génétiques et environnementaux mais aussi aux cytokines
présentes dans le milieu. En effet, dans les muqueuses et les bronches de sujets
asthmatiques se retrouvent plusieurs cellules sécrétrices d’IL-4, les mastocytes, les
cellules NK 1.1T et les cellules NK 1.1 non-T, créant un environnement de
cytokines favorable au développement d’un profil TH2 21 Ceci combiné à un haut taux
d’IL-4 donne aux personnes allergiques ce phénotype TH2.
2.2 Phase de sensibilisation
Tout d’abord, le développement d’une réaction allergique de type IgE nécessite un
premier contact avec l’allergène, ce qui représente la phase de sensibilisation de
l’individu. Cette sensibilisation des cellules T peut avoir lieu tôt dans la vie et peut
même survenir in utero, lors d’un transport transplacentaire des allergènes auxquels la
mère est exposée durant la grossesse 22 La protéine traverse la barrière épithéliale et
6est capturée par une cellule présentatrice d’antigène (APC) telle un macrophage ou
une cellule dendritique (DC). Cette APC dégrade la protéine, achemine un peptide
antigénique à sa surface via le CHM II et présente ce peptide aux cellules T CD4+
naïves, les THO 2;23 Ce sont les cytokines présentes au moment de la présentation
antigénique qui dirigent la différentiation des T110. En présence d’IL-4 dans
l’environnement, ces dernières se différentient en cellules effectrices TH2
23
Cependant, la provenance de l’IL-4 in vivo au moment de la différentiation n’est pas
très bien connue 24 Certaines études récentes semblent démontrer que les DC auraient
un rôle primordial dans la différentiation des cellules TH 25;26 Dans un modèle in vivo
de souris, les cellules dendritiques CD1 lc+/CD$Œ+ de la rate et des plaques de Peyer
dans l’intestin, semblent induire un phénotype THI alors que les CD11c+/CD$a-
favorisent plutôt un profil TH2 24,25 Le même phénomène est observé chez les DC
immatures des voies respiratoires de rat, qui induisent préférentiellement une réponse
27 Donc, Ï’IL-4 présent dans le milieu semble suffisant, suivant l’activation du
TCR par l’APC-peptide sur les lymphocytes To, pour initier une réponse TH2. Ces
T[12 activées libèrent ensuite une quantité de cytokines, dont l’IL-4 et l’IL-l 3, qui
agissent à leur tour sur les lymphocytes B, permettant leur différentiation en
plasmocytes et la production d’IgE 24 Ces IgE se fixent ensuite aux cellules
effectrices dans les tissus et en circulation, grâce à leur région Fc. Les cellules
possédant le réceptetir IgE de haute affinité FcRI sont les mastocytes, les basophules,
les monocytes I macrophage, les éosinophiles ainsi que les cellules dendritiques
2;2$-30
Ces IgE sont donc spécifiques à cet allergène et l’individu est sensibilisé, ce qui
penriet une réaction allergique rapide lors de la phase effectrice, suivant une
7deuxième rencontre avec l’allergène 23
2.3 Phase effectrice
Les modèles expérimentaux ont permis d’identifier deux étapes lors de la réponse
immunitaire allergique, soit la phase précoce, dans les minutes suivant la rencontre
avec l’allergène, et la phase tardive, dans les heures qui suivent. La phase tardive peut
se poursuivre quelques jours et même persister plusieurs années, causant ainsi une
inflammation chronique 2 Dans le cas de l’asthme allergique plus précisément,
l’allergène pénètre dans les voies respiratoires et traverse la barrière épithéliale pour
atteindre les mastocytes précédemment sensibilisées. L’antigène se fixe sur les IgE
qui y sont spécifiques et induit ainsi l’activation des mastocytes résidant dans les
voies respiratoires. Cette réticulation des IgE induit la libération immédiate de
médiateurs préformés comme l’histamine, des protéases et des leukotriènes, ainsi que
la synthèse de molécules proinflammatoires tels le PAF et plusieurs cytokines (IL-3,
IL-4, IL-5, TNF-Œ, GM-CSF) 23 Les médiateurs préformés sont directement
responsables des effets immédiats de la phase précoce, soit une augmentation de la
perméabilité vasculaire, de la vasodilatation, une augmentation de la production de
mucus et la constriction des bronches. Les leukotriènes agissent comme facteurs
chimiotactiques pour les cellules éosinophiles, lesquelles sont d’ importantes cellules
effectrices lors de la phase tardive 31 Dans la rhinite allergique, l’oedème de la
muqueuse nasale est aussi attribué aux leukotriènes, et se traduit par des symptômes
de congestion et de rhinonhée 23 Cette phase précoce est déclenchée dans les
secondes suivant la réticulation des IgE fixées aux mastocytes et l’effet est observable
8dans les minutes qui suivent. Les mastocytes expriment environ 300 000 récepteurs
de hautes affinités pour IgE, mais l’agrégation de seulement 100 récepteurs est
suffisante afin d’amorcer une réponse 32
Dans les heures qui suivent, on observe une infiltration de cellules immunitaires
inflammatoires qui représente la phase tardive. Les éosinophiles, basophiles et
lymphocytes s’accumulent dans les voies respiratoires, y compris dans les sous-
muqueuses, dans l’épithélium ainsi que dans la lumière des voies aériennes 28,33-35
Cette phase tardive semble se produire lors de l’atténuation de la phase précoce,
prolongeant ainsi l’action des médiateurs des mastocytes. Cliniquement, cette phase
tardive est caractérisée par une deuxième vague d’obstruction aérienne causée par la
congestion, l’oedème et la surproduction de mucus, la présence d’une infiltration
éosinophilique et le développement d’une hyperréactivité bronchique 23;31
L’accumulation d’éosinophiles semble responsable de ces manifestations, par la
libération, de leukotriènes, de cytokines et de plusieurs polypeptides basiques, tel que
des major basic protein (MBP), eosinophiï cationic protein (ECP), eosinophil
derived neurotoxines (EDN) et eosinophil peroxidase (EPO) 34,36• Ces médiateurs
inflammatoires sont également responsables des changements structuraux de la paroi
bronchique (remodelage) causés par les éosinophiles . L’accumulation et l’activation
des éosinophiles dans les voies aériennes sont contrôlées par l’expression des
molécules d’adhésions spécifiques à la surface des cellules endothéliales bronchiques
ainsi que par la production de cytokines et de facteurs de chimiotactisme
8• Parmi ces
cytokines, l’IL-5 est particulièrement importante, car elle est essentielle à
9l’accumulation d’ éosinophiles ainsi qu’ au développement de l’hyperréactivité
bronchique. En effet, l’infiltration éosinophilique est réduite de façon importante chez
un modèle de souris TL-5 De plus, des études démontrent que les mastocytes
activés par les IgE dans la phase précoce participent au développement de la phase
tardive. Il semble que les cytokines et chimiokines libérées par les mastocytes lors de
la phase précoce soient impliquées dans l’élaboration de la phase tardive 13 En effet,
l’infiltration éosinophilique durant la phase tardive en réponse à l’allergène est
réduite chez les souris mastocytes, en comparaison avec les souris de type sauvage
38-40 De plus, chez l’humain, des études immunohistochirniques de biopsies
endobronchiques de patients asthmatiques suggèrent que les mastocytes peuvent
maintenir ou accentuer l’infiltration d’éosinophiles par une expression accrue d’IL-4,
contribuant ainsi à accentuer le profil TH2 de la réponse inflammatoire
41•
La persistance de la phase tardive sous forme d’inflammation chronique cause des
changements importants à long terme dans les tissus sous-jacents 2 Cette
inflammation chronique est persistante dans les pathologies allergiques telles
l’asthme allergique, la rhinite allergique et la dermatite atopique. Ce phénomène se
produit aux sites en contact répétitif avec un allergène pouvant durer de quelques
semaines à plusieurs années. Ces sites inflammatoires sont caractérisés par une
grande quantité de cellules effectrices, ainsi qu’une infiltration d’éosinophiles et de
cellules T, la plupart de phénotype ‘R2 2 On observe également des changements
structuraux persistants des tissus ainsi qu’une modification de leur fonction. Par
exemple, dans l’asthme allergique, on observe une inflammation bronchoalvéolaire,
10
ainsi qu’une inflammation des tissus périphériques 42 Toutes les cellules des voies
respiratoires deviennent activées, mais ce sont les éosinophules qui sont
principalement responsables de l’inflammation des voies aériennes. Les médiateurs
inflammatoires ainsi que les cytokines libérées par les éosinophiles contribuent à la
perméabilité vasculaire, la sécrétion de mucus, la contraction du muscle lisse
bronchique, la desquamation de l’épithélium ainsi que l’hyperréactivité bronchique
observés chez les asthmatiques L’infiltration de cellules inflammatoires
observée lors de l’inflammation chronique correspond aux cellules responsables de la
phase tardive de la réponse inflammatoire de type allergique. Il est donc possible que
l’inflammation chronique soit le résultat de plusieurs phases tardives qui se
chevauchent, causées par une provocation allergénique persistante ou répétitive
2
3.1 Caractéristiques géli éraies
L’immunoglobuline E (IgE) possède une masse moléculaire de 190 kDa et représente
l’anticorps responsable de la réponse immunitaire allergique. Elle possède 2 chaînes
légères et deux chaînes lourdes (Fig. 1), tout comme les autres isotypes
d’immunoglobulines, mais elle est caractérisée par l’expression de la chaîne lourde ,
composée de 4 domaines C. Comparativement aux autres isotypes, les IgE se
retrouvent en faible concentration dans le sang (0-0,000lg/L), équivalent à 0,004 %
des 1g totaux dans le sérum. Les IgE possèdent une très courte demi-vie dans le sang
périphérique, environ l-5 jours, et ne peuvent pas traverser la barrière placentaire .
3.2 Récepteurs et iitdttction de ta réponse inflammatoire
Il existe deux récepteurs de différentes affinités pour les IgE. Le CD23 (FccRII),
récepteur de basse affinité, se retrouve principalement sur les cellules B 48, mais aussi
sur les plaquettes, les macrophages, les monocytes, les éosinophiles et les cellules de
Langerhans Le CD23 est une protéine membranaire intégrale de type II, possédant
un domaine carboxy-terminal extracellulaire, homologue à la famille des lectines
animales de type C. Il s’agit du seul récepteur Fc qui n’appartient pas à la
superfamille des ini.munoglobulines 50 Le récepteur spécifique de haute affinité pour
l’IgE, le FcgRT, est exprimé à la surface des mastocytes, des basophiles, des
monocytes, des cellules dendritiques et des éosinophiles Lors d’une réaction














fig. 1: Structure d’une IgE. fab : Fraction se liant à l’antigène; Fc fraction crystallisable. IgE
possède 2 chaînes légères et deux chaînes lourdes et est caractérisée par l’expression de la chaîne
lourde c, composée de 4 domaines Cc (CH). figure modifiée de Schuinian, ES. 2001. DeveÏopment of
o monoclonal anti—inzmrmoglobuÏiu E antibody (‘omalizumab,) for the treatment of allergic respiratoiy
disorders. A m.J.Respir. Crit Cure Mcd. 164, 8(Pt2).S6- 11.
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ainsi la réticulation des IgE à la surface des mastocytes et l’activation subséquente de
ces cellules. Les mastocytes libèrent alors des médiateurs vasoactifs préformés qui
induisent la transcription de cytokines et amorcent la synthèse de prostaglandines et
























Fig. 2 : Activation d’un mastocyte par IgE et libération de médiateurs inflammatoires. Suite à la
réticulation des IgE à surface des mastocytes, ces derniers libèrent différents médiateurs vasoactifs et
induissent la formation de prostaglandins, leukotriènes ainsi que plusieurs cytokines. 1 Phase précoce
de la réaction allergique; 2 Phase tardive de la réaction allergique. Figure modifiée de Schulman, ES.
200]. Developinent of a monoclonal anti-immunoglobtilin E antibody (‘omaliztnnab,,) for the treatment
ofallergic respiratoiy disorders. Ain.iRespfr.Crit careMed. 164,8(Pt2,):S6-]].
Ceci constitue la phase précoce de la réaction allergique et est la cause des
symptômes cliniques immédiats suite à l’exposition à l’allergène des sujets
sensibilisés 21 Lorsqtie les niveaux d’IgE deviennent assez élevés, ces derniers
peuvent se fixer au CD23, le récepteur de faible affinité, facilitant ainsi la liaison des
allergènes aux cellules B. Il en résulte, d’une part, une augmentation de la maturation
I
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cellulaire et, d’autre part, une augmentation de la présentation antigénique aux
cellules T. Ceci a pour conséquence d’augmenter la production d’IL-4 et IL-13 par les
cellules T et d’amplifier la réponse IgE Cependant, à un stade plus avancé dans le
développement de la réponse allergique, l’augmentation d’IL-4 induit l’expression du
CD23. La sur-expression du CD23 combinée à un excès d’IgE et d’antigènes
provoque l’hyperstimulation du récepteur, suscitant un signal inhibiteur qui bloque
alors l’effet de la surproduction d’IgE observé durant la phase effectrice 52
Les IgE ont donc un rôle important à jouer dans l’induction de la réponse
inflammatoire allergique. En effet, les IgE causent l’activation des mastocytes
(fcERI) et facilitent la capture des allergènes (CD23). De plus, les IgE sont des
régulateurs positifs pour l’expression de leurs 2 réceptetirs. Des souris IgE montrent
une baisse marquée du CD23 et du FcERI à la surface des cellules Dans ce
modèle, l’ajout d’IgE in vivo et in vitro induit une augmentation de l’expression des
deux récepteurs d’IgE, confinna;il le rôle important des IgE dans l’expression de ces
deux récepteurs. Cette rétroaction positive est donc un moyen d’amplification de la
réponse allergique.
3.3 Rôle des IgE dans t ‘inflammation allergique et t ‘asthme atopique
Plusieurs études animales et humaines ont exploré le rôle des IgE dans la
physiopathologie de l’asthme et le développement de la réponse inflammatoire
allergique. Chez l’humain, diverses études génétiques ont démontré une proximité des
gènes impliqués dans la production des IgE et de l’hyperréactivité bronchique qui est
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associée à une transmission commune chez des sujets asthmatiques Par ailleurs,
des études épidémiologiques ont démontré une association entre les taux d’IgE
sériques chez des enfants en bas âge et le risque de développer de l’asthme ou
d’autres types d’allergies. En effet, les enfants possédant de hauts niveaux d’IgE
circulants durant leur première année de vie, conservent un taux élevé d’IgE à un âge
ultérieur (évalué à 6 et 11 ans) et développent une sensibilisation précoce à des
allergènes communs associée à de l’obstruction aérienne récurrente
56 Le groupe de
M. Sears et al. a démontré une association entre des taux élevés d’IgE et la prévalence
d’asthme, d’une part, et le degré d’hyperréactivité bronchique chez des enfants avec
ou sans symptômes d’asthme ou d’autres manifestations allergiques, d’autre part
Finalement, certains groupes ont évalué l’effet d’un traitement anti-IgE chez des
patients astÏunatiques, utilisant un anticorps monoclonal (recombinant humain) anti
IgE développé dans un but thérapeutique 5963• L’anticorps s’attache aux IgE libres
dans le sérum, au site de liaison du récepteur fcERJ, bloquant ainsi la réticulation du
récepteur et la libération subséquente de médiateurs inflammatoires. Ce traitement
induit une baisse des taux sériques d’IgE, une diminution des symptômes d’asthme
ainsi qu’une diminution du nombre d’exacerbations d’asthme. Les IgE semblent donc
jouer un rôle crucial dans la physiopathologie de l’asthme et des allergies.
Le développement de modèles murins d’asthme a facilité l’investigation du rôle des
IgE dans l’asthme, évaluant la contribution des IgE dans la réponse inflammatoire des
voies respiratoires ainsi que dans l’hyperréactivité bronchique. Oshiba et al. ont
démontré qu’une sensibilisation passive par le transfert d’IgE anti-ovalbumine chez
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des souris BALB/c induit une inflammation des voies respiratoires de type
éosinophilique et une hypelTéactivité bronchique suite à une provocation avec de
l’ovalbumine en aérosol 64 D’autre part, l’administration d’anti-IgE chez des souris
sensibilisées inhibe l’infiltration des éosinophiles dans les voies aériemes et
l’hyperréactivité bronchique en réponse à l’allergène 65 Toutefois, il est possible que
l’infiltration éosinophilique ainsi que le développement de l’hyperréactivité
bronchique dans certains modèles murins soient induites par des mécanismes
indépendants des IgE. En effet, la sensibilisation à l’ovalbumine de souris déficientes
en cellules B (tMt’ B1O.BR) induit une infiltration d’éosinophiles et l’expression
d’IL-5 dans les voies aériennes comparables à celles observées chez les souris de type
sauvage, sans toutefois entrafner une hyperréactivité bronchique subséquente
66 Le
transfert passif d’IgE anti-ovalbumine lors de la sensibilisation chez ces souris
déficientes en lymphocytes B rétablit l’hyperréactivité bronchique, suggérant que les
IgE soient essentiels au développement d’une hyperréactivité bronchique dans ce
modèle. Toutefois, MacLean et al. ont démontré que les cellules B ne sont pas
essentielles au développement de l’hyperréactivité bronchique dans un autre modèle
murin d’asthme 67 De plus, il est possible d’induire une hyperréactivité bronchique et
une éosinophilie pulmonaire suite à une exposition répétée à l’allergène chez des
souris IgE’ sensibilisées à Aspergillus fiimigatus 68 Les résultats de ces différentes
études n’excluent pas la contribution des IgE dans le développement de la réponse
inflammatoire de type allergique dans l’asthme. Toutefois, ces études suggèrent
l’existence de mécanismes parallèles indépendants de la voie classique des IgE dans
la génération d’une réponse des voies aériennes suivant l’exposition à un allergène.
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Les anticorps forment une famille de protéines plasmatiques appelées
immunoglobulines. Il y a 5 isotypes d’Ig, les IgM, IgD, IgG, IgA et IgE, ayant chacun
une fonction spécifique. Chaque 1g possède deux chaînes légères et deux chaînes
lourdes, encodées par différents groupes de gènes. Le groupe de gènes de la chaîne
légère lambda (2) se retrouve sur le chromosome humain 22 et la chaîne légère kappa
(K), sur le chromosome humain 2. Le locus de la chaîne lourde se retrouve sur le
chromosome humain 14 69 (Fig. 3).
Chaîne légère 2
LI Vl L2 V.2 LV.-3O ]1 C1 J2 C2
:H] [J ]:tJ
Chaîne légère :
LI VI L2 VN2 L3 W3 L V-4O
[J *[J
Chaîne lourde
LI VH1 L2 VH2 L3 VH3 LH VH..65 JHl—6
:i[J U [J :fiiI:jiniin:iiiiiii] f
fig. 3 : Organisation génomique des segments de gènes de la chaîne lourde et de la chaîne légère des
immunoglobulines. Chaque 1g est composé d’une chaîne légère et d’une chaîne lourde. Le groupe de
gènes de la chaîne légère lambda (2) se retrouve sur le chromosome humain 22 et la chaîne légère kappa
(K), sur le chromosome humain 2. Le locus de la chaîne lourde se retrouve sur le chromosome humain 14.
La diversité des 1g est possible suite à la recombinaison entre les différentes groupes de gènes de chaque
chaîne.Figure modifiée de Jaiieway, CA fr and Travers, P. hninunobiologv: The immune systein in Ïiealth
and clisease. chapter 3. 1997. New York, Garland.
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Il existe un vaste répertoire de spécificités possibles lors de la formation
d’immunoglobulines. Chaque chaîne comprend différents domaines qui peuvent
s’assembler selon diverses combinaisons afin de créer une spécificité unique chez
cette 1g. Chaque chaîne est composée d’une région variable, qui donne la spécificité à
l’anticorps, et d’une région constante. C’est la région constante de la chaîne lourde
qui détermine quel isotype est formé 7O Les chaînes ?. et K sont deux familles de
chaînes légères et peuvent se retrouver de façon aléatoire dans n’importe quel
anticorps. Elles contiennent deux sortes de segments de gènes, un domaine variable
(V2. ou VK) et un domaine J (joining) (J2 ou JK). Cette région variable est générée par
recombinaison somatique entre un segment de chaque partie de gènes. La région
variable de la chaîne lourde, abrégé H, comprend trois parties de gène, VH, JH et un
troisième segment appelé diversité (DH). Il existe environ 51 VH, 27 DH et 6 JH,
mais un seul segment de chaque partie de gène s’assemblent pour former une
séquence VH-DH-JH qui compose la région variable de cette chaîne lourde (H) en
particulier 1;70 La diversité des chaînes des immunoglobulines est produite par un
phénomène appelé recombinaison.
4.2 Recombiiiaison
Le mécanisme de recombinaison est le même pour les deux chaînes, mais nécessite
une étapes supplémentaire dans le cas de la chaîne lourde. Cette recombinaison VDJ
s’effectue à l’aide de deux enzymes, RA G-1 et RA G-2, qui reconnaissent des
séquences conservées sur l’ADN bordant les segments de gènes V, D et J, appelées
séquence signal de recombinaison (recombination signal sequence, RSS). Ces
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séquences non-codantes consistent en une séquence de 7 nucléotides (heptarnère) et
une séquence de 9 nucléotides (nonamère) séparées par une séquence d’espacement
de 12 ou 23 nucléotides. La recombinaison entre deux régions d’ADN s’effectue
uniquement selon la règle 12/23. Un segment V2 par exemple, possédant une
séquence d’espacement de 12 nucléotides peut seulement se joindre à un Ji ayant une
séquence d’espacement de 23 nucléotides, formant ainsi une boucle d’ADN qui doit
être éliminée. À la suite de ce rapprochement, les enzymes RAG-] et RAG-2 coupent
l’ADN à ce niveau et libèrent un intron d’ADN circulaire. Les deux segments sont
liés par un complexe enzymatique, formant ainsi l’exon V2 (VJ) 1;70 L’étape RAG
]/RAG-2 est essentielle au processus de recombinaison. En effet, des souris modifiées
génétiquement pour induire une déficience en RA G-]/RA G-2 sont incapables d’initier
la recombinaison VDJ et d’amorcer le réarrangement de leurs gènes d’Ig 71;72 Pour le
réarrangement de la chaîne lourde, il y a un premier événement de recombinaison
aléatoire entre les segments DH et JH, complexe qui s’uni par la suite avec le segment
VH dans un deuxième événement de recombinaison, formant l’exon complet VH
(VDJ). L’exon V de chaque cellule B est réarrangé lors de sa différentiation précoce
dans la moelle osseuse. Par la suite, aucun réarrangement n’est possible et toutes les
cellules dérivées de cette cellule B exprimeront la même région variable et
posséderont la même spécificité antigénique. Cependant, l’expression de différentes
régions constantes dans une cellule B peut changer chez ses cellules descendantes,
lors de leur maturation et de leur prolifération dans le contexte d’une réponse




Chaque immunoglobuline possède son propre domaine constant, désigné selon
l’alphabet grec. Les domaines constants Ct, OE, Cy, Cs et Cu vont former les IgM,
IgD, IgGs, IgE et IgAs respectivement. En 3’ de la région 1H du gène de la chaîne
lourde se trouve l’ensemble des domaines constants ci-haut mentionné. Chaque
région C est séparée en différents exons, le premier rencontré étant Cjt. IgM sera donc
la première 1g à être exprimée et les IgM sont les premières immunoglobulines
libérées lors d’une réponse immunitaire. En absence de signal et de commutation
isotypique, la transcription complète de la chaîne lourde t est exprimée, la région
comprise entre JH et Cji étant éliminée lors de la maturation de l’ARN. L’ARN est
ensuite traduit et il y a expression du polypeptide. Chaque domaine constant possède,
en 5’ de la région codante, une série de répétitions des séquences GAGCT et GGGGT
nommé région S, à l’exception de Cé . C’est cette séquence qui est responsable de
la transition d’expression vers un autre isotype d’Ig. Le domaine constant de IgD (OE)
se situe immédiatement après Ct, et est donc co-exprirné avec IgM, en absence de
signal. À la suite de l’activation des cellules B par un antigène, les cytokines libérées
par les cellules T dirigent la comnuttation isotypique et induisent ainsi la production
des autres classes d’anticorps. Dans le cas d’IgE, et en présence du bon signal, II y a
recombinaison entre Si et la $, avec délétion de la séquence d’ADN entre les deux.
Par la suite, la transcription de la séquence réarrangée d’ADN est suivie de l’épissage
des introns et de la translation des ARNm en polypeptides constituants la chaîne
lourde IgE 1;69 La production d’IgE par les lymphocytes B nécessite deux signaux et
sera décrite dans la prochaine section.
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5. Régulation de la productïon des IgE
5.1 Activation du lymphocyte B
La production d’IgE amorcée suite à l’activation des lymphocytes B par un antigène
nécessite deux signaux. Tout d’abord, le lymphocyte B rencontre un allergène qui
s’attache à un IgM à la surface de la cellule B, et l’allergène est internalisé. Par la
suite, le lymphocyte B présente le peptide antigénique par le CMH de classe II (HLA)
au TCR, sur le lymphocyte T, activant ainsi le lymphocyte T. Cette activation induit
l’expression du CD4OL à sa surface se lie à son récepteur CD4O à la surface du
lymphocyte B. Conséquemment, il y a une augmentation de l’expression de CD2O
(B7) à la surface du lymphocyte B et l’engagement de son ligand CD2$ sur le
lymphocyte T. Ce signal de co-stimulation combiné à la liaison du TCR induit la
prolifération du lymphocyte T ainsi que la libération de cytokines, notamment IL-4 et
IL-13. L’IL-4 sécrétée induit l’activation du lymphocyte B et la production
subséquente d’IgE ‘. La cellule B nécessite donc deux signaux pour induire la
production d’IgE, soit l’IL-4/IL-13 ainsi que la liaison CD4O/ CD4O ligand.
5.2 Premier signal : IL-4/IL-13
La libération d’IL-4 représente le premier signal induisant la commutation isotypique
permettant la production des IgE. L’interaction IL-4/IL-4R induit la transcription de
l’ARN Cg, produisant le transcrit germinal c de 1,8 kb (fig. 4).
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SIGNAL 1: ÏL4 or IL-13 > Activation de la transcription du gene
vD.I sjc q.i. c STATG ; cE
Transcrit primaire
Transcrit ;1,8 kb LEIJU
I Cr
Fig. 4 : Évènements moléculaires impliqués lors du premier signal induissant la commutation
isotypique vers IgE; IL-4/IL-13. L’interaction IL-4/IL-4R induit la transcription de l’ARN Cg,
produisant le transcrit germinal g de 1,8 kb. Modifiée de Bacharier, L. B. and R. S. Gelia. 2000.
Molecular mechanisins ofigE regulation. J.Altergy Clin. Jm,nttnol 105:354 7-3558.
Cette production d’IgE est dépendante d’IL-4, comme l’a observé Del Prete et al., et
elle est inhibée par i’ÏfN-y 76 L’IL-13 est aussi une cytokine pouvant induire la
production d’IgE, l’IL-4 et l’1L-13 recombinantes étant les deux seules cytokines
pouvant induire la synthèse d’IgE in vitro Cependant, l’IL-13 semble être moins
efficace que l’IL-4 Le rôle primordial de l’IL-4 est illustré par l’absence d’IgE
détectable chez des souris possédant une mutation inactivant le gène de 1’IL-4 ainsi
que par l’inhibition de la production d’IgE en présence d’anti-IL-4
7680• L’IL-4 et
l’1L-13 induisent la production d’IgE en ciblant le promoteur Is pour induire la
transcription de l’ARNrn Cs Le promoteur s possède plusieurs séquences
activatrices pour des facteurs de transcription, par exemple STAT6 81;$2 83;
84
et
la protéine d’activation spécifique des cellules B, B$AP 85 IL-4 et IL-13 induisent
l’activation de JAK1 alors que seule IL-4 active JAK3. Les protéines JAK1 et JAK3
semblent être essentielles à la transcription du gène Cs puisque cette transcription est
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inhibée en présence d’inhibiteurs de protéine kinases chez des cellules B activées par
IL-4/CD4O 86;87 JAK1 et JAK3 activent les dimères STAT6, qui induisent à leur tour
la transcription de C. Il a été démontré que les souris STAT6’ ne répondent pas à
l’IL-4 et possèdent de bas niveaux sériques d’IgE $9;90•
5.3 Deuxième signal: C’D40/C’D40 tigand
Le deuxième signal induisant la production d’IgE est donné par l’interaction
CD4O/CD40L. Le CD40L est une glycoprotéine membranaire de 39 kd qui est
exprimée à la surface des cellules T activées 91 Son récepteur, le CD4O, est une
glycoprotéine intégrale membranaire de 50 kd, membre de la famille des récepteurs
TNF. Le CD40 est exprimé de façon constitutive à la surface des cellules B, des
macrophages, des cellules dendritiques et des cellules endothéliales
91 ;92
L’engagement du CD40 et de son ligand induit la recombinaison entre Sji et S, avec
la délétion de la boucle d’ADN entre les deux. La transcription suivie de l’épissage
produit l’ARNm qui code pour la molécule d’IgE, exprimée par cette cellule B
69
(Fig. 5). L’importance de cette interaction CD40/CD4OL a été démontrée par
plusieurs études. Par exemple, la stimulation du CD4O par l’ajout d’anticorps
monoclonaux anti-CD4O in vitro permet une commutation vers la production d’IgE
par la cellule B en absence de cellule T L’utilisation de CD4O humain soluble in
vitro inhibe la production IL-4-dépendante d’IgE dans un système cellule T-
dépendant . De plus, les patients atteints du syndrome hyper-IgM lié au
chromosome X (X-HIM) ont une absence d’IgE, IgA et IgG. Ces patients ont une
déficience marquée du processus de commutation isotypique in vivo , causée par une
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anomalie du gène codant pour le CD4O ligand





Formation d’une boucle d’ADN —4Z3- &H-H—




SWSE e 4/ Transcription de l’ARN
4’ Épissage de l’ARN
Transcrit mature de l’ARNm; 2.0 kb t///
rj Ce
jg5: Évènements moléculaires impliqués lors du deuxième signal induissant la commutation
isotypique vers IgE; ligation du CD4O. L’engagement du CD4O et de son ligand induit la
recombinaison entre St et Se, avec la délétion de la boucle d’ADN entre les deux. La transcription suivie
de l’épissage produit l’ARNm qui code pour la molécule d’IgE, exprimée par cette cellule 3. Modifiée de




L’interleukine 16 (IL-16) est une cytokine qui a été identifiée et caractérisée pour la
première fois en 1982 par l’équipe de D.M. Center 1O911O Cette cytokine, libérée par
les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) à la suite d’une stimulation
antigénique ou à l’aide d’un mitogène fut l’une des premières cytokines caractérisée
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par sa capacité d’induire le chirniotactisme des lymphocytes T CD4. Pour cette
raison, 1’IL-16 fût initialement nommée lymphocyte chemoattractant factor (LCF)
‘‘ Depuis que la protéine a été clonée en 1994, la structure et les fonctions
biologiques de cette molécule dans les réponses immunes normales et pathologiques
ont fait l’objet de plusieurs études 98• Des études ont démontré que l’IL-16 agit
conrne une cytokine immunomodulatrice, impliquée dans plusieurs pathologies
inflammatoires et auto-immunes, ainsi que dans le syndrome d’immunodéficience
acquise (SIDA) 99-101
L’interleukine 16 ne possède aucune homologie avec les membres des différentes
familles de cytokines déjà caractérisées 102 Le gène de l’IL-16 se retrouve sur le
chromosome 15q26.1 chez l’humain 103 et correspond à un seul ARNm de 2,6 kb,
identifié suite à un buvardage par Northem 104 L’IL-16 est synthétisée sous forme
d’une molécule précurseur, pro-IL-16, composée de 631 acides aminés et migre
autour de $0 kDa sur un gel SDS-PAGE ‘° La molécule pro-IL-16 subit un clivage
post-translational par la caspase 3 au niveau du résidu d’acide aspartique 510, libérant
la partie carboxy-terminale de la protéine 104,105 Ce peptide d’environ 130 acides
aminés représente la forn-ie monomère sécrétée et migre autour de 14-17 kDa
106 (Fig.
6). Les monomères d’iL-16 se regroupent en homotétramère (56 kDa pour former la
forme biologiquement active de la cytokine 96,97•
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AA I AÀ 465 AA 479 AA 631
NGKSLKGTTHHDALA -
IL-16
Fig. 6 : Structure de la molécule IL-16. La molécule pro-IL-16 subit un clivage à l’acide aspartique 510
pour former une molécule de 130 acides aminés, qui représente la fomEle active de la cytokine. Figure
modifiée de CÏiupp, G. L., f. A. W4gÏit, D. Wu, M. Vallen-Mashikian, W W Cruikshank, D. M. Center,
H. Korif1d, and I S. Berinan. 1998. Tissue and T ceti distribution ofprecursor and mature IL-16.
ihnmunol 161.3114-3119.
6.2 Cellules sécrétrices
Plusieurs types cellulaires représentent une source potentielle d’IL-16. L’IL-16 est
synthétisée de façon constitutive par les cellules CD8 et CD4, ce qui représente un
pooi important de pro-IL-16 inactive 1O71O$ Cependant, seules les cellules T CD8
peuvent emmagasiner la cytokine sous sa fone active. Les CD4 sécrètent la forme
active de l’IL-16 suite à leur activation par un anticorps anti-CD3 107 Les CD8+
libèrent 1’IL-16 à la suite d’une stimulation par l’histamine et la sérotonine
106;108,109
Les cellules T CD4 et CD8 sécrètent également l’IL-16 suite à une stimulation par
un antigène ou un mitogène. L’IL-16 est aussi produite par les cellules B, les
éosinophiles, les mastocytes, les cellules épithéliales bronchiques, les kératinocytes,
les cellules dendritiques, les cellules de Langerhans, les fibroblastes ainsi que les
cellules synoviales 101,106,110115 Au niveau tissulaire, la distribution de 1’ARNm de
l’IL-16 a été évaluée par buvardage par Northern. En absence de maladie, l’ARNrn
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est exprimée principalement dans les organes lymphoïdes, tels que la rate, le thymus
ainsi que les leukocytes du sang périphérique 107 L’identification de la protéine au
niveau des tissus lymphoïdes périphériques par immunohistochimie a démontré que
L’IL-16 est détectée dans la majorité des lymphocytes de la zone riche en cellules T
des ganglions lymphatiques. Très peu de cellules IL-16 immuno-réactives sont
observées dans les follicules, zone où prédominent les cellules B
107;116 L’IL-16 est
aussi fortement exprimée dans les follicules amygdaliens 116
6.3 Fonctions biologiques
Chez les lymphocytes T, l’IL-16 exerce ses fonctions biologiques suite à une
interaction avec le récepteur CD4. En fait, l’IL-16 est le ligand naturel pour l’antigène
de surface CD4. L’évidence la plus convaincante de l’interaction IL-16/CD4 provient
d’une étude utilisant des hybridomes de cellule T murins, transfectés avec du cDNA
pour le CD4 humain. L’expression du CD4 dans ces hybridornes confère une réponse
médiée par l’IL-16 dans ces cellules normalement non réceptives à l’IL-16. Cet effet
se traduit par l’induction de signalisation par des messagers secondaires ainsi que par
de la migration cellulaire 117;118 De plus, Cruikshank et al. ont démontré l’interaction
physique entre IL-16 et le CD4, la cytokine étant purifiée de liquides biologiques par
chromatographie d’affinité, à l’aide de recombinants solubles CD4 (rsCD4) fixés sur
une matrice insoluble L’interaction se fait au niveau du domaine D4 du CD4, plus
spécifiquement par les acides aminés Trp354 et Ser3° à l’extrémité proximale du
domaine D4 I 19 Mis à part les lymphocytes, l’IL-16 peut interagir avec différents
types cellulaires qui expriment le CD4, par exemple les monocytes
120 les cellules
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dendritiques 121;122 les cellules de Langerhans 123 ainsi que les éosinophules
124 Chez
les monocytes, l’effet de l’IL-16 est proportionnel à la qtïantité de CD4 exprimé à la
surface des cellules 120
L’interaction entre l’IL-16 et le CD4 sur les lymphocytes T entraîne la production de
messagers secondaires durant les minutes qui suivent la stimulation par l’IL-16.
Effectivement, il est possible d’observer une augmentation notable de calcium
intracellulaire et d’inositol (1,4,5)-phosphate (1P3), une transiocation de PKC du
cytosol à la membrane , une phosphoiylation du CD4
120 ainsi qu’une
autophosphorylation de p56lck 117 (Fig. 7).
fig. 7 Signalisation intracellulaire induite suite à fa liaison de l’IL-16 à sob récepteur, le CD4, chez
les lymphocytes T. L’interaction entre 1’IL-l 6 et le CD4 entraîne rapidement la production de messagers
secondaires comme (1) inositol (1,4,5)-phosphate (1P3); (2) une fransiocation de PKC du cytosol à la
membrane; (3) ainsi qu’une autophosphorylation de p56lck. Figure modifiée de Cen ter, D. M., H.
Kornfeld, and W W. Cruikshank. 1996. hiterlettkin 16 and itsfitnction as a CD4 ligand. hn,nttnot Today
17:476-481.
2$
Toutefois, une étude effectuée chez des souris CD4’ suggère que l’antigène de
surface CD4 n’est pas l’unique récepteur de l’IL-16 sur les cellules mononuclées. En
effet, les cellules mononuclées isolées de souris CD4 montrent le même profil de
cytokines que les cellules CD4+ suite à une stimulation par l’TL-16. Parallèlement,
l’IL-16 induit la migration des cellules mononuclées provenant de souris CD4’ in
vitro. 125 Ceci démontre que le CD4 ne semble pas indispensable à l’action de la
cytokine, du moins, chez la souris.
Malgré son identification initiale en tant que facteur de chimiotactisme pour les
cellules T, l’IL-16 est maintenant reconnue pour induire la migration de toutes
cellules immunitaires périphériques exprimant le CD4, incluant les monocytes 120 les
éosinophiles 124 les cellules dendritiques 126 ainsi que les cellules de Langerhans 123
De plus, l’IL-16 agit comme facteur de croissance, induisant l’activation du cycle
cellulaire chez les cellules T CD4+ 98;120;127 Cet effet se traduit par une induction du
CD25 (IL-2 Ra) et une augmentation de l’expression du HLA-DR 9$;120 Cependant,
la progression du cycle cellulaire nécessite l’addition d’IL-2 exogène. L’IL-16 peut
donc induire une transition G0 à G1, sans toutefois induire la production d’IL-2 12$
L’IL-16 peut causer une perte temporaire de réponse par l’entremise du TCR,
démontré par la diminution de la réaction lyrnphocytaire mixte avec des allo
antigènes 129,130 causant ainsi une anergie transitoire. Puisque l’IL-16 se lie au CD4 à
un site différent du CMH de classe II et qu’elle peut se lier au CD4 en absence
d’antigène, l’IL-16 peut ainsi prévenir la liaison au TCR, empêchant la cellule de
répondre à un antigène 131• Parallèlement, le pré-traitement des cellules avec l’IL-l6
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prévient l’expression de CD95 (Fas) à la surface des cellules 129 Plus spécifiquement,
chez les monocytes, cette cytokine augmente l’expression du HLA-DR et induit
l’expression et la production de cytokines pro-inflammatoires de manière dose-
dépendante (IL-l, TNF-Œ, IL-15 et IL-6) 120;132 Chez les éosinophiles, l’effet de
l’IL-16 se traduit par une augmentation de l’adhésion de ces cellules aux protéines
matricielles 133 De plus, l’IL-16 induit, chez ces cellules, la production de
leukotriènes C(4) et augmente la libération d’IL-4. Cette activation des éosinophiles
est dépendante du récepteur CD4 et est causée par la libération de RANTES et
d’eotaxine 134 Finalement, une fonction biologique très intrigante de cette cytokine
est son activité antivirale envers le virus VIH. Baier et al.
135 et par la suite,
Mackewicz et al. 136 ont démontré qu’à une concentration de l-5 jig/mL, I’IL-16
diminue le taux d’infection des cellules cibles par le VII-1 de 40 %. L’action
inhibitrice de la cytokine semble être au niveau transcriptionel. Effectivement, une
étude ultérieure impliquant la transfection de cellules Jurkat avec de l’IL-16 démontre
une réduction importante de l’expression des produits de transcription tat et rev du
VLH-l, suite à une analyse par RT-PCR 137 De plus, une interaction IL-16/CD4
stimulerait une prolifération antigène-indépendante des cellules T. Ceci aurait comme
effet de maintenir le nombre de cellules CD4+ à un niveau raisonnable, tout en
supprimant la transcription virale du VIII 131
6.4 IL-16 et iiiflammatioii
L’expression tissulaire de l’IL-l6 est augmentée dans plusieurs maladies
inflammatoires, tel que l’arthrite rhumatoïde lol;1
38 la maladie inflammatoire de
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l’intestin 139,140;141, la dermatite atopique 142 la rhinite allergique
143 et l’asthme
atopique 110 Cependant, le rôle précis de l’IL-16 dans ces pathologies est encore peu
connu.
144rn L’association entre l’IL-16 et l’asthme a été décrite pour la première fois
par Bellini et al., lesquels identifièrent l’activité biologique de l’IL-16 dans des
sumageants de cultures de cellules primaires épithéliales provenant de sujets
asthmatiques suite à une stimulation par l’histamine Par la suite, plusieurs études
ont démontré l’association entre la cytokine et ces différentes pathologies
caractérisées par une inflammation de type allergique. Ainsi, une étude a démontré
que l’expression de l’IL-16 est augmentée dans des biopsies endobronchiques de
patients souffrant d’asthme atopique, en comparaison avec des sujets normaux 110 Il
existe une corrélation entre l’expression d’IL-16 et le nombre de cellules CD4+
infiltrant la muqueuse bronchique et le degré d’hyperréactivité bronchique, chez ces
sujets avec asthme atopique 110 Une étude ultérieure démontre une augmentation de
l’expression de I’JL-16 dans les biopsies endobronchiques de sujets asthmatiques à la
suite d’une provocation allergénique locale 145;
146 Parallèlement, l’IL-l 6
biologiquernent active est détectée dans le lavage bronchoalvéolaire 4 à 24 heures
après la provocation allergénique 145,146 De plus, le traitement de patients atteints de
rhinite allergique à l’aide de glucocorticostéroides topiques entraîne une diminution
importante de l’expression d’IL-16 induite par l’exposition à l’allergène dans la
muqueuse nasale 143 Des études de coloration par double immunohistochimie ont
démontré que la source principale d’IL-16 dans les voies respiratoires de sujets
asthmatiques sont les lymphocytes T ainsi que les cellules épithéliales bronchiques.
Outre ces cellules, les macrophages, les éosinophiles et les mastocytes sont des
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sources cellulaires d’IL-16 dans la muqueuse bronchique
147
Malgré l’identification d’une production accrue d’IL-16 aux sites d’inflammation, le
rôle précis de cette cytokine dans le développement de la réponse inflammatoire est
encore inconnu. Certaines études in vivo et in vitro prônent un rôle pro-inflammatoire
de l’IL-16 dans certaines pathologies. La corrélation entre l’expression d’IL-16 et
l’intensité de l’infiltration tissulaire des cellules CD4+ chez les sujets asthmatiques et
les sujets avec dermatite atopique suggère que cette cytokine peut être impliquée dans
la migration des lymphocytes T CD4+ aux sites d’inflammation
110,142 Il existe une
corrélation entre l’expression d’IL-16 dans les voies aériennes de sujets asthmatiques
et le degré d’hypelTéactivité bronchique De plus, il existe une relation entre les
taux sériques d’IL-16 et l’intensité de l’atteinte cutanée, dans la dermatite atopique
148 Dans un modèle murin d’asthme allergique, l’administration d’anticorps
monoclonaux anti-IL- 16 réduit les IgE spécifiques ainsi que I’hypelTéactivité
bronchique sans toutefois affecter la nature et l’intensité de Ï’infiÏtrat inflammatoire
. Utilisant le même modèle animal, le groupe de De Bie et al. a démontré que
l’administration intra-nasale d’un peptide inhibant l’interaction entre l’IL-16 et le
CD4 réduit de façon significative le degré d’hyperréactivité bronchique induite par
l’exposition à un antigène sans toutefois réduire l’infiltration éosinophilique
149 Par
ailleurs, d’autres études suggèrent également un rôle pro-inflammatoire de l’IL-16
dans plusieurs pathologies inflammatoires de type non-allergique. En effet, les
niveaux sériques d’IL-16 chez des patients atteints de lupus érythémateux disséminé
(SLE) augmentent avec l’intensité de la maladie 150 Chez des patients ayant subit
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une greffc rénale, on observe une augmentation significative de la production de l’IL
16 ex vivo par les greffons atteints de phénomène de rejet 15! La neutralisation de
Ï’IL-16 dans un modèle murin de colite induite par l’acide trinitrobenzène sulfonique
ou d’affection abdominale inflammatoire démontre une baisse importante des
symptômes de la maladie 140
Cependant, la fonction pro-inflammatoire de cette cytokine est controversée. En effet,
plusieurs études proposent un rôle plutôt immunomodulateur de I’IL-16. In vitro,
l’IL-16 peut causer une inhibition de la stimulation par le TCR
129 et diminuer la
réaction lymphocytaire mixte avec des allo-antigènes
130 Cette cytokine pourrait
avoir un rôle anti-inflammatoire dans la polyarthrite rhumatoïde; l’administration in
vivo d’IL-16 diminue la production tissulaire d’IFN-y, d’IL-1w et de TNF-Œ chez des
souris SCID dans lesquelles de la synovie a été implantée Dans un modèle in vitro
d’allogreffe de peau tolérogénique, des cellules de nature épithéliale transfectées avec
IL-16 inhibent l’activation des cellules T, prévenant ainsi le rejet 152 Dans le cas de
l’inflammation de type allergique, l’IL-16 augmente la libération d’LFN-y et diminue
la production d’IL-5 in vitro, par les lymphocytes CD4+ circulants, suite à une
stimulation antigénique chez des stijets atopiques, inhibant ainsi un profil T1-12 153 En
accord avec ces données, l’administration d’IL-16 exogène inhibe l’infiltration
d’éosinophiles et l’hyperréactivité bronchique causées par une stimulation
antigénique, chez des souris sensibilisées à l’ovalbumine et ultérieurement provoquée
par l’allergène 154 Les cellules isolées des ganglions lymphatiques thoraciques de ces
souris libèrent moins de cytokines THZ, notamment IL-4 et IL-5, suite à une re
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stimulation antigénique in vitro 154 Il est possible que les effets immunomodulateurs
de l’IL-16 exogène diffèrent des propriétés observées de la cytokine endogène. Par
conséquent, malgré la présence marquée d’IL-l 6 aux sites d’inflammation dans
plusieurs maladies, le rôle spécifique de cette cytokine semble dépendre des cellules
et cytokines présentes dans l’environnement ainsi que des niveaux d’IL-16 endogène.
6.5 Rôle de t ‘IL-16 dans les interactions entre tyntpltocytes B et T
Plusieurs évidences suggèrent donc que l’IL-16 module l’immunité à médiation
cellulaire. Cependant, son rôle potentiel dans la régulation des réponses immunitaires
humorales ainsi que dans l’interaction cellulaire entre les lymphocytes B et les
lymphocytes T reste peu connu. L’LL-16 est exprimée aux sites d’interaction entre les
lymphocytes B et T 107;116 De pius, Kaser et al. ont démontré que les cellules B
libèrent de l’IL-16, ce qui induit la migration des cellules T in vitro
126 Il est donc
possible que l’IL-16 libérée par les cellules B contribue à la migration des
lymphocytes T dans les organes lymphoïdes riches en cellules B, favorisant ainsi les
interactions entre cellules B et T lors des réponses humorales. Puisque l’IL-16 agit
spécifiquement sur les cellules CD4 et que ces cellules jouent un rôle primordial
dans l’activation des lymphocytes B ainsi que dans la régulation de la production des
IgE , il est possible que 1’IL-16 soit impliquée dans la régulation de la production des
IgE par les lymphocytes B.
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7. HYPOTHÈSE
Lors de cette étude, nous avons testé l’hypothèse selon laquelle IL-16 module la
production des IgE par les lymphocytes B chez des donneurs atopiques. Notre
objectif principal est de déterminer l’effet de l’interleukine 16 sur la production
polyclonale d’IgE par les lymphocytes B, dans un système cellule T-dépendant.
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ABSTRACT
Backgrottnd: Increased production of IgE is a hallmark of atopic disorders. CD4+ T
ceils regulate the production of IgE by B ceils. IL-16, a CD4+ specific cytokine, is
highly expressed at sites of allergie inflammation. Objective: Our aim was to
determine the effect of IL-16 on IgE production in atopic subjects. Metltods: Freshly
isolated PBMC from atopic subjects were stimulated with rIL-4 and anti-CD4O
antibody to promote IgE production. To evaluate the effects of IL-16 on IgE
production, PBMC were incubated with rIL-16 added at different time intervals prior
to stimulation. Levels of 1gB in ccli culture supematants collected at day 14 were
measured by ELISA. The effect of [L-16 on the expression of the Ce transcript was
evaluated by RT-PCR. To evaluate whether the modulatoiy effects of IL-16 on IgE
production were mediated by IFN-y, anti-CD4O/IL-4-stimulated PBMC were cultured
in the presence of rIL-16 and neutralizing concentrations of anti-ffN-y antibody.
Restilts: PBMC stirnulated with rTL-4 (400 U/ml) and anti-CD4O monoclonal
antibody (0.5 tg/m1) produced significant amounts of IgE (range: 1.3—46.0 ng/ml).
The addition of rIL-16 24 h before stimulation significantly reduced the levels of IgE
released by anti-CD4O/IL-4-stimulated PBMC (0.5-29.6 ng/ml, p<O .05). [L- 16
reduced the expression of the Ce transcript in stimulated PBMC. IL-16 induced the
expression of IFN-y mRNA. However, the use of anti- fFN-y antibody did not alter
the effect of IL-16 on IgE production. Concttcsion: These data show that IL-16
inhibits 1gB production. These data suggest that IL-16 may play an important
regulatory role in atopic disorders such as asthma.
Keywords: IL-16, IgE, allergie inflammation, hurnan, T lymphocytes.
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INTRODUCTION
Atopic asthn-ia and allergie rhinitis represent a major worldwide health issue. A
hallmark of these disorders is increased production of both total and allergen-specific
IgE. IgE may mediate the pathogenesis of alÏergic airway diseases through a number
of pathways . Firstly, the interaction of FcERI-bound IgE on mast celîs and basophils
in sensitized individuals with the relevant antigen triggers the release of preformed
mediators, synthesis of prostaglandins and leukotrienes, and the transcription of
cytokines. In the bronchial mucosa, these mediators of immediate hypersensitivity
reactions rapidly induce mucosal ederna, mucous production and smooth muscle
contraction and eventually elicit an inflamrnatory infiltrate. Furthermore, IgE
interacts with CD23 (FcRII) on B ceÏls, enhancing the ability of B ceils to present
antigen and induce immune responses by specific T ceÏls. Genetic analysis of farnilies
have shown that bronchial hyperresponsiveness and total serum IgE levels are linked
2 Treatment of subjects with atopic asthma with anti-IgE monoclonal antibodies
reduces asthrna symptoms and acute asthma exacerbations
. Although parallel
pathways of airway responses to antigen exist, the contribution of IgE to the
development of allergie airway inflammation has also been demonstrated in animal
studies $11 The production of IgE by B ceils is highly regulated and involves a
complex network of cellular and molecular signals. CD4+ T celis are critically
involved in IgE production through the production of IL-4 and IL-13, which stirnulate
germline C transcription, a key feature of the genetic switch of immunoglobulin
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genes from IgM to IgE and by providing required signais to B celis rnainly through
the CD4O/CD4OL interaction 12
IL-16 is a cytokine with profound imrnunoregulatory effects on CD4+ T ceils. As
such, IL-16 induces the migration ofCD4+ T celÏs 13;14 and activates CD4+ T ceils as
demonstrated by the activation of p56lck, rise in intracellular calcium concentrations,
the induction of IL-2 receptor and the up-regulation ofthe HLA-DR Apart from
its activation properties, IL-16 exerts certain inhibitory effects, including the
inhibition of the rnixed lymphocyte reaction and the induction of reversible anergy in
CD4+ celis following their activation 1$19 We and others have investigated the
potential role of this cytokine in T celi-dependent processes, such as those observed
in allergie inflammation 20-27 Expression of IL- 16 is increased in the nasal mucosa of
subjects with allergie rhinitis and in endobronchial biopsies of subjects with atopic
asthrna 22,23,27 Endobronchial segmental challenge with allergen in asthmatic subjects
induces upregulation of airway expression of IL-16, which correlates with the
numbers of CD4+ T celis 25 Allergen challenge is also associated with the release of
bioactive IL-16 in the airways2526. Furthermore, IL-16 is highly expressed in
lymphoid tissues, sites of IgE production2829. Since IL-16 acts on CD4+ T ceils and
that those ceils regulate the production of IgE, we speculated that IL-16 could
modulate the production oflgE. In this study, we investigated the effects of IL-16 on




The recombinant (r) human IL-16 was generously provided by W.W. Cruikshank and
H. Kornfeld (Boston University SchooÏ of Medicine, Boston, MA). The rIL-16 was
synthesized as p;-eviously described Briefly, the biologicalÏy active IL-16
colTesponds to the 121 C-tenTlinal amino acid segment, cleaved from the precursor
pro-IL-16. It was produced in Escherichia cou as a polyhistidine fusion protein using
the expression vector pET-30 LIC (Novagen, Madison, WI) ami was purified by
metal chelation chromatography, cleaved by factor Xa to remove the polyhistidine
tag, and passed over a polyrnixine B column to rernove endotoxin. IL-16 was further
purified from the contaminating polyhistidine tag and factor Xa by means of anti-IL-
16 affinity cbromatography. The bioactivity of rIL- 16 was confirrned by means of
chernotaxis of human T celis, as previously described
. Typical preparation
demonstrated a maximal chemotactic response at concentrations of 10-200 ng/rnL.
rIL-16 preparations have been demonstrated to contain less than 1.0 endotoxin
units/rnL of endotoxin, using a limulus amebocyte lysate assay (BioWhittakler QCL
1000, Walkerville, MD). The rIL-4, the anti-WN-y monoclonal antibody and the
mouse IgG2A isotype control were purchased from R&D Systems (Miirneapolis, MN).
The anti-CD4O monoclonal antibody was purchased from PharMingen International
(Mississauga, ON, Canada).
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Subject population and preparation of ceils
Venous blood vas coÏÏected from atopic subjects (n=17). Atopic subjects had a
histoiy of symptomatic allergies (atopic rhinitis or atopic asthrna) with positive skin
prick test responses to one or more common aeroallergens. These donors were flot
using any systemic or topical glucocorticoid therapy and none had undergone
previous imrnunotherapy. Peripheral blood mononuclear celis (PBMC) were isolated
frorn blood samples by centrifugation on Ficoil-Paque. The study was approved by
the institutional Ethics Committee and ail participants gave prior inforrned consent to
participation.
Celi stimulation for IgE synthesis
PBMC were cultured at 37°C with 5% CO in flat-bottorned 4$-well culture plates (1
mL/weÏÏ) or curved-bottomed 96-well culture plates (0.2 rnL/well), at a final
concentration of 1.5 X 106 cells/mL, in the presence of anti-CD4O monoclonal
antibody (0.5 jig/rnL) and rIL-4 (400 U/mL). To assess the effect of IL-16 on IgE
production, ceils were incubated for 14 days in the presence ofrlL-16 (100 ng/mL) or
an equivalent concentration of f3-galactosidase produced in an identical fashion in E.
cou, added at different time intervals prior to stimulation. At day 7, celI cultures were
supplernented with new medium, for half the volume of the well. Supematants and
cells were collected on day 14 for measurement oflgE levels and C mRNA analysis.
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ELISA for IgE production
The IgE protein levels in ceil culture supematants were mcasured in duplicate using a
non-commercial ELISA kit. Ninety-six-well MaxiSorp Nunc plates (Nalge Nunc
btemational, Rochester, NY) were coated with 100 tL rat monoclonal anti-human
IgE antibody (BioSource International, Medicorp Inc., Montreal, QC, Canada),
diluted in PBS iX at a final concentration of 5 ig/mL and incubated overnight at 4°C.
Wells were washed with a solution of PBS iX containing 0.1% Tween 20. The wells
were blocked for 2h at room temperature with a blocking solution of 0.5% gelatin in
PBS iX. After washing off the blocking solution, wells were fihled with 100 iL of
culture supernatant and were incubated at room temperature for 2 hours. A standard
curve was run simultaneously with normal hurnan polyclonal IgE (Cedarlane
Laboratories, Hornby, ON, Canada), at concentrations ranging from O ng/mL to 50
ng/rnL. Wells were washed and then incubated at room temperature for 2 hours with
affinity-purified biotinylated goat anti-hurnan IgE (BioSource International, Medicorp
Inc., Montreal, QC, Canada), diluted in blocking solution at a final concentration of
0.04 tg/mL. The plates were washed and then incubated for f hour at room
temperature with 0.15 ig/rnL streptavidin-horseradish peroxidase conjugated enzyme
(BioSource International, Medicorp Inc., Montreal, QC, Canada), diluted in blocking
solution. The plates were washed and developed with tetramethyl benzidine (Zymed
Laboratories Inc., San Francisco, CA) and the optical density was read at 450 nrn
with an absorbance microplate reader (Spectra Rainbow, Tecan, Austria).
42
RT-PCR detection of CE mRNA and IFN-y mRNA
Total RNA was isolated from PBMC using a GenElute Mammalian Total RNA kit
(Sigma Chemical Co, Oakviile, ON, Canada). The RNA suspension was digested
with DNase I to rernove any DNA contamination. RT-PCR determination for WN-y
rnRNA was perfomied using cornrnerciaÏly available prirners (Biosource
International, Medicorp Inc., Montreal, QC, Canada) and the Qiagen one-step RT
PCR kit (Mississauga, ON, Canada) according to the manufacturcr’s instructions. For
CE rnRNA detection, total RNA was reverse transcribed to cDNA using
hexanucleotides 1 OX concentration (Roche, Laval, QC, Canada), with an Omniscript
RT kit (Qiagen, Mississauga, ON, Canada). C primers were designed and then
purchased from Alpha DNA (Montreal, Canada). The sense primer correspondes to a
sequence found in the first exon ofthe CE mRNA coding sequence (CH1 domain) and
consisted of 5’-CTCCCTCAACGGGACAACTA-3’. The antisense primer was 5’-
TCTGACAGCCAGTGCTTCTG-3’ and attached itself to a sequence in the second
exon of the coding sequence (CH2 domain) of the C cDNA. The CE probe
corresponded to a 426 nucleotides fragment of the cDNA. The PCR reaction was
perforrned with a HotStar Taq DNA Polymerase kit (Qiagen, Missisauga, ON,
Canada), as recomrnended by the manufacturer. Ail PCR assays were i-un in a 25 1iL
reactioii, with 25 ng of RNA, 2.5% MgCL2, 2.5 mM dNTP, 0.5 tM primers and 1 U
HotStar Taq polymerase. First, HotStar Taq DNA Polyrnerase was activated by a 15-
minute incubation at 95°C. To detect the C transcripts, the PCR reactions were
conducted at 94°C for 45 seconds, 62°C for 45 seconds and then 72°C for 45 seconds,
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for 45 cycles. The -actin house-keeping gene was used as a controt band (Biosource
International, Medicorp Inc., Montreal, QC, Canada).
Statistical analysis
Resuits are expressed as means and standard deviation values. The statistical analysis
was perforrned using one-way ANOVA for repeated measurements followed by the
Newrnan-Keuls test for multiple comparisons. Statistical significance was established
at a 5% level of confidence.
44
RESULTS
Effect of IL-16 on ht vitro IgE production
friitial experirnents (n=z3) were conducted to determine the optimal culture conditions
for IgE production. PBMC were put in culture for 14 days in the presence of different
concentrations of anti-CD4O antibody (0.1-2 j.tg/mL) and rIL-4 (50-400 U/rnL). After
14 days, ccli culture supernatants were collected and the levcls of IgE protein were
rneasured by ELISA. During this time interval, highest IgE levels were measured
when celis were incubated with anti-CD4O antibody at a concentration of 0.5 ig/mL
and rIL-4 at a concentration of 400 U/mL. Therefore, alI subsequent experiments
were perfornied using these concentrations. To evaluate the effect of rlL-16 on IgE
production, PBMC were incubated with rIL-16 (100 ng/mL) added 24 hours before
stimulation with anti-CD4O antibody and rIL-4 (n=17). IL-16 significantly reduced
IgE levels in anti-CD4O/IL-4-stimulated cdl culture, as evaluated by ELISA (fig. 1).
Recombinant IL-16 alone, in the absence of stimulation with anti-CD4O antibody and
rIL-4, did not significantly alter IgE production. As control, stirnulated PBMC were
cultured with an equivalent concentration of f3-galactosidase produced in an identical
fashion in E. cou (w=9). The production of IgE was not aÏtered in the presence of 3-
galactosidase (table 1). To determine the time course of IL-16 mediated inhibition of
IgE production, PBMC were incubated with rJL-16 added 2 to 24h prior to
stimulation by anti-CD4O antibody and rIL-4 (n6). As shown in figure 2, significant
inhibition of IgE production was observed when rIL-16 was added to cdl cultures 24
hours prior to stimulation.
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Effect of IL-16 on the expression ofthe CE mRNA transcript
Having detenriined that IL- 16 reduced IgE production, we next investigated whether
the inhibitory effect of IL-16 reflected an inhibition of the expression of the CE
transcript of the mRNA using RT-PCR. Under the same culture conditions, CE
mRNA expression was upregulated in anti-CD4O/IL-4-stimulated PBMC as
cornpared to unstirnulated celis. As shown in figure 3, IL-16 reduced the expression
ofthe germiine transcript, consistent with the resuits observed at the protein level.
Rote of IFN-y in mediating the effect of IL-16 on IgE production
IFN-y is a strong inhibitor of IgE production. We therefore investigated whether IL-
16 induced WN-y production and found that EL-16 upreguÏated TFN-y mRNA
expression using RT-PCR (fig. 4A). To further assess whether the inhibition of IgE
production may be mediated by WN-y, anti-CD4O/IL-4-stirnulated PBMC were
incubated with IL- 16 and neutralizing concentrations of anti-IFN-y monoclonal
antibody or IgG2a isotype control (n=12). As shown in figure 4B, the addition of anti
ITN-y did not alter the inhibitory effect of IL-16 on IgE production. Thus, the effects
of IL- 16 on IgE production did not appear to be mediated by IFN-y.
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DISCUSSION
IL-16 rnay have a foie in diverse immunologic responses and participate in various
forms of T-ceil driven inflammation, including inflammatory bowel disease,
rhurnatoid arthritis and systernic lupus erythematosus In allergic disorders,
inciuding atopic asthma, allergie rhinitis and atopic dermatitis, tissue expression of
IL-16 bas been found to be prominent 22-24,36 Despite its association with various
forms of allergie inflammation, the function of IL-16 in ailergic immune responses is
presently unclear and may be complex. For instance, IL- 16 is a chemoattractant for
CD4+ T ceils and eosinophiis can participate in dendritic-T ceil interactions 38,39,
can inhibit anti-CD3-activated iyrnphocyte responses 19 and can modulate the pattem
of cytokine produced by antigen-stimuiated T celis o. We have previously
demonstrated that IL-16 abrogates the production of IL-5 and promotes IFN-y release
by antigen-specific T ceils in atopic subjects, suggesting that IL-16 may exert
important immunoregulatoiy effects on T ceils in atopic disorders 30• in this study, we
further investigated the potential role of IL-16 in allergie immune responses by
evaiuating the effect of IL-16 on IgE production. Our cmTent resuits indicate that IL-
16 inhibits T ceil-dependant IgE production.
Despite increasing body of evidence suggesting a regulatoiy role of IL-16 in cellular
mediated immune responses, iittÏe is known about the impiication of IL-16 in
humoral immune responses and the ceilular cross-talk between B and T celis. IL-16
mRNA is expressed in abundance in lymph nodes and IL-16 immunoreactivity is
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prorninent in human tonsils at sites of T-B celi interactions 28,40 Kaser et al reported
that B lymphocytes thernselves produce IL-16 which induces the migration of T
lymphocytes in vitro 40• These data suggest a role for B celÏ-derived IL-16 as a
potential regulator of B and T ceil interactions in humoral immune responses, by
allowing CD4+ T ceil migration to B cell-rich follicles in lymphoid organs. The
resuits of the current study suggest that IL-16 may aiso mediate T ceil-dependant B
ceil responses by regulating IgE production. The potential contribution of IL-16 in B
celi activation and IgE production has not been fully investigated. Previous animal
studies have shown that administration of anti-human IL- 16 antibody partially
decreased upregulation of ovalbumin-specific IgE during repeated ovalbumin
inhalation in sensitized mice, suggesting that IL-16 may be invoived in the process of
IgE production 41• Allergen-induced airway hyperresponsiveness was also inhibited in
animais treated with anti-IL-16 antibodies. These latter data would initialiy appear at
variance with our findings showing an inhibition of IgE production by human PBMC
in vitro in the presence of IL-16. However, it has been lately shown that systemic
administration of exogenous IL-16 inhibits aliergen-induced airway
hypeiresponsiveness, airway eosinophilia and TH2-type cytokine production in
sensitized mice, suggesting that IL- 16 may aiso have potent immunosuppressive
effects on TH2 dominated allergic airway responses in vivo 42 IL-16 has been shown
to inhibit inflamrnatory responses in non-aliergic immune responses, which is
consistent with a immunoregulatory role of IL-16 under some conditions 3143•
Furthennore, the divergent resuits from these studies also reveal the compiexity ofthe
potential regulatory role of endogenous and exogenous IL- 16 on allergen-induced T
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ceil responses in vivo and caTI for further clarification. In particular, it is unclear
whether endogenous levels of IL-1 6 reach concentrations required for induction of
immunosuppression.
The precise mechanisms by which IL-16 downregulates IgE production are unclear at
present. IFN-y is a strong inhibitor of IgE production. We therefore investigated
whether IL-16 mediated inhibition of IgE production may be related to induction of
LFN-y. Despite induction of LFN-’y by IL-16, neutralizing anti-IFN-y antibody did flot
alter the effects of IL-16 on IgE production suggesting that the inhibitoiy effect of IL-
16 on IgE production is unlikely to be attributed to its enhancing effect on WN-’y
production. Cross-talk between B and T celis invoived interactions through
costimulatory molecules expressed on the ccli surface of B and T celis. 0f particular
importance for IgE production is the CD4O/CD4OL interaction. Since IL-16 acts on
CD4+ T ceils, it is possible that IL-16 modulates surface expression of CD4OL.
Alternatively, since costirnulatory pathways between T ceils and B celis are positively
linked, it is also possible that IL-16 indirectly modulates the expression of other
costimulatory molecules on B celis. Whether IL-16 regulates B and T ccli interactions
by modulating the expression of ligands and receptors involved in costimulatory
pathways critical for B ceil IgE responses remains to be established. CD4 is the
recognized receptor for IL-16 in T ceils although studies in CD4-knockout mice
indicate that IL-16 may act on monocytes via as yet unidentified CD4-independent
rnechanisms We therefore conducted these experiments using a T celi-dependent
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system for IgE production. We caimot exciude, however, a direct effect of iL-16 on B
celis through CD4 or another undefined receptor.
In conclusion, these experiments show that TL-16 decreases IgE production by
PBMC. These findings suggest that IL-16 may regulate the initial events involved in
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FIGURE LEGEND
Figure 1: Effect of IL-16 on IgE production. PBMC were stimulated with rIL-4 (400
U/mL) and anti-CD4O monoclonal antibody (0.5 tg/mL) in the presence or absence
of rIL- 16 (100 ng/rnL) added 24h prior to stimulation. The levels of IgE in the culture
supernatants were assessed by ELISA. Individual data are shown (n = 17). * F < 0.05
compared to anti-CD4O/IL-4-stirnulated cells (ANOVA).
Figure 2: Tirne-course of IL-16 mediated inhibition of IgE production. PBMC were
incubated with rfL-16 (100 ng/mL) added at different time points prior to anti
CD4O/IL-4 stimulation. IgE levels in the supematants were measured by ELISA.
Resuits are expressed as means ± SD (n = 6). * F < 0.05 compared to anti-CD4O/IL-
4-stimulated celis (ANOVA).
Figure 3: Effect of IL-16 on the expression of the CE mRNA transcript. Anti
CD4O/IL-4-stimulated PBMC were incubated for 14 days in the presence or absence
of rIL-16 (100 ng/rnL) added 24h prior to stimulation. CE mRNA expression was
assessed by RT-PCR. Lane 1: unstimulated ceils; Ïane 2: anti-CD4O/IL-4 stimulated
cells; lane 3: anti-CD4O/IL-4 stirnulated celis in presence of IL-16. The arnplified
cDNA fragments have the expected lengths of 426 bp for Cs and 417 bp for f3-actin.
One representative experiment of 6 independent experiments is shown.
Figure 4: Role of IFN-y in mediating the effects of IL-16 on IgE production. A:
PBMC were incubated with rIL-16 alone for 8 hours. The expression ofIFN-y mRNA
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was assessed by RT-PCR. The amplified cDNA fragments have the expected lengths
of 424 bp for IFN-y and 417 bp for f3-actin. Lane ]. unstirnulated celis; laize 2: ceils
in presence of IL-16. B: Anti-CD4O/IL-4-stimulated PBMC were incubated with rIL
16 in the presence or absence of anti-WN-y monoclonal antibody (10 ig/mL). IgE
levels in the supernatants were measurcd by ELISA. Resuits are expressed as means ±
SD (n=12).
57
TABLE 1: Effects of rlL-16 and 3-ga1actosidase on IgE production by anti
CD4O/IL-4-stirnulated PBMC
Experimental conditions IgE (ng/rnL)
Control 2.34 ± 2.86
Anti-CD40/IL-4 20.72 ± 6.25 *
Anti-CD4O/LL-4 + IL-16 9.72 ± 8.36 **
Anti-CD4O/IL-4 + f3-galactosidase 19.94 ± 5.46*
J3 < 0.00 1 compared to control
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Chapitre III - DISCUSSION
L’IL-16 a un rôle potentiellement important dans le développement de certaines
réponses immunitaires. L’IL-16 semble contribuer à la physiopathologie de plusieurs
maladies inflammatoires impliquant les lymphocytes T, tel que la maladie de Crolm,
l’arthrite rhumatoïde, le lupus érythémateux disséminé et les maladies allergiques
101,138,140150,155 Plus particulièrement, I’IL-16 est exprimé de façon marquée dans
diverses pathologies allergiques, telles l’asthme atopique, la rhinite allergique et la
dermatite atopique I0;1 Ï5,142;143;153 On observe également la sécrétion d’IL-16 dans
les voies aériennes et une augmentation de son expression tissulaire par rapport au
niveau basal chez les sujets souffrant de rhinite allergique ou d’asthme atopique suite
à une exposition expérimentale à un allergène i, 143;145;140 Malgré la
démonstration d’une production accrue de l’IL-16 aux sites d’inflammation
allergique, le rôle potentiel de cette cytokine dans le développement des réponses
immunitaires allergiques est présentement inconnu et semble être complexe. Ainsi,
l’IL-16 induit le chimiotactisme des lymphocytes T CD4+ et des éosinophiles 118
participe aux interactions entre lymphocytes T et cellules dendritiques 121;122 peut
inhiber l’activation Iyrnphocytaire par l’anti-CD3 130 et module le profil de cytokines
produites par les lymphocytes T suite à une stimulation antigénique 153 Des travaux
récents ont démontré que L’IL-16 diminue la production d’IL-5 et augmente la
production d’WN-y par les cellules T spécifiques chez des sujets atopiques suite à une
stimulation antigénique in vitro. L’IL-16 semble donc diminuer le profil de cytokines
TH2, profil caractéristique de l’inflammation allergique. Ces données suggèrent donc
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que l’IL-16 puisse avoir un rôle immunorégulateur important impliquant les
lymphocytes T, dans les pathologies atopiques. Cc projet de recherche vise à explorer
ce nouveau champ d’investigation. Dans la présente étude, nous avons évalué le rôle
de l’IL-16 dans les réponses allergiques en déterminant l’effet de l’IL-16 sur la
production polyclonale d’IgE. Nos résultats démontrent que 1’ IL-16 diminue la
production des IgE tel que déterminée par ELISA et par l’expression de l’ARN
messager Cc.
Malgré une abondance d’études suggérant un rôle immunorégulateur d’IL-16 dans les
réponses immunitaires à médiation cellulaire, l’implication de cette cytokine dans les
réponses immunitaires humorales et dans l’interaction cellules T-B est encore très peu
connue. L’ARN messager d’IL-16 est exprimée de façon importante dans les
ganglions lymphatiques et on observe une immunoréativité proéminente d’IL-16 dans
les amygdales chez l’humain, aux sites d’interaction entre lymphocytes T et B 107126•
Kaser et al. ont démontré que les lymphocytes B produisent de I’IL-16, qui elle-même
induit la migration cellulaire des lymphocytes T, in vitro 126 Ces donnés suggèrent
donc que l’IL-16 produite par les lymphocytes 3 puisse agir comme régulateur lors
des interactions lymphocytes T-B lors des réponses immunitaires humorales, en
permettant aux cellules T CD4+ de migrer vers les follicules riches en cellules B des
organes lymphoïdes. Les résultats de la présente étude suggèrent que l’IL-16 puisse
également contribuer aux réponses immunes de type humorales en modulant la
fonction des lymphocytes B et plus particulièrement la production des IgE. La
contribution potentielle de l’IL-16 dans l’activation des cellules B et la production
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subséquente d’IgE n’est pas encore tout à précise. Il n’existe, à ce jour, aucune étude
chez l’humain. Chez la souris, l’administration d’anticorps monoclonaux anti-IL-16
diminue partiellement les taux sériques d’IgE spécifiques à l’ovalbumine suite à
l’exposition répétée d’ovalburnine en aérosol Dans ce modèle, la réduction des
taux sériques d’IgE spécifiques s’accompagne d’une diminution de l’hypelTéactivité
bronchique sans modification toutefois de la nature de l’infiltrat inflammatoire dans
les voies aériennes. Les résultats de cette dernière étude semblent en contradiction
avec nos résultats actuels démontrant une inhibition de la production d’IgE par des
PMBC humains in vitro, en présence d’IL-16. Les raisons de ces divergences
apparentes ne sont pas claires. L’administration chez la souris de plusieurs doses
d’un anticorps murin dirigé contre l’IL-16 humain n’est pas un système optimal. De
plus, une étude récente a démontré que l’administration systémique d’IL-16
i-ecombinante chez des souris préalablement sensibilisées à l’ovalbumine diminue
l’hyperréactivité bronchique induite par l’allergène, l’éosinophilie des voies aériennes
ainsi que la production de cytokines de type TH2 ‘. Les résultats de cette dernière
étude sont plutôt compatibles avec un rôle inhibiteur de l’IL-16 sur les réponses
immunes de type TH2 in vivo, à l’instar de nos résultats sur la production des IgE. Un
effet immunosuppresseur de l’IL-16 a également été décrit dans certains modèles
expérimentaux d’arthrite rhumatoïde et de greffe IO1;152 Finalement, l’apparente
divergence des résultats des études précédentes nous indique la complexité de
l’implication de 1’IL-16 endogène et exogène dans les réponses immunes cellules T
dépendantes in vivo. Ainsi, on ne peut exclure la possibilité que les niveaux d’IL-16
endogènes au niveau tissulaire ne soit pas suffisant pour induire une
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immunosuppression chez des patients atopiques in vivo, tel qu’observée dans un
système in vitro.
Les mécanismes pal- lesquels 1’1L-16 diminue la production des IgE par les
lymphocytes B sont encore inconnus. L’LFN-y est un inhibiteur important de la
production d’IgE. Nous avons démontré que l’IL-16 induit la production d’LFN-y.
Nous avons donc déterminé si l’effet inhibiteur de l’IL-16 sur la production d’IgE est
relié à l’induction de l’WN-y. Malgré l’induction de la production d’IFN-y par l’IL
16, la neutralisation de 1’IFN-y pal- un anticorps monoclonal anti-IFN-y ne modifie
pas la production d’IgE. Ces données suggèrent que l’effet inhibiteur de l’IL-16 n’est
pas relié à son effet sur l’LFN-y, mais qu’il s’exerce possiblement par une voie
indépendante de l’IFN-y. L’IL-4 et l’IL-13 activent les kinases JAK1 et JAK3, qui
sont essentielles à la production des IgE 86,87• JAKI/3 activent STAT6 qui amorce la
transcription de C 88• En effet, les souris STAT6’ ne répondent pas à l’IL-4 et
possèdent de bas niveaux sériques d’IgE 8990• Comme l’fl-4 et l’IL-13 induisent la
production d’IgE par l’activation de $TAT6, il est possible que Ï’TL-16 interagit sur
les évènements cellulaires conduisant à l’activation de STAT6 chez les lymphocytes
B. Des études ultérieures sont nécessaires afin d’évaluer si l’effet inhibiteur de l’lL
16 sur la production des IgE implique STAT6. D’un autre coté, l’interaction entre les
lymphocytes B et les lymphocytes T implique plusieurs molécules de costimulation
exprimées à la surface de ces cellules. Plus spécifiquement, l’interaction
CD4O/CD4OL est nécessaire à la production d’lgE. Puisque Ï’IL-16 agit sur les
lymphocytes T CD4+, il est possible que l’IL-16 modifie l’expression du CD4OL à la
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surface des lymphocytes T. Parallèlement, puisque les voies de costirnulation
impliquant les lymphocytes B et T sont interreliées, il est possible que l’IL-16
modifie indirectement l’expression d’autres molécules de costimulation à la surface
des lymphocytes B. L’effet de l’1L-16 sur l’expression des ligands et des récepteurs
impliqués dans les voies de costimulation nécessaires à la production des IgE est
inconnue. Des études ultérieures sont requises. Finalement, le CD4 est le récepteur
identifié d’IL-16, du moins sur les lylTiphocytes T. Le CD4 est exprimé chez une
faible proportion de lymphocytes B 156 On ne peut exclure l’existence d’autres
récepteurs de l’IL-16 sur d’autres types cellulaires. Ainsi, une étude effectuée chez
des souris CD4’ a démontré que I’IL-16 agit sur les monocytes en absence de CD4,
suggérant ainsi l’existence d’un autre récepteur non encore identifié 125 On ne peut
donc exclure la possibilité que l’IL-16 puisse agir directement sur les lymphocytes B
via le CD4 ou un autre récepteur non identifié à ce jour, du moins chez la souris. Il
serait donc intéressant d’évaluer les effets d’IL-16 dans un système indépendant des
cellules T en utilisant des cultures de cellules B purifiées.
En conclusion, nos résultats démontrent que l’IL-16 a un rôle immunorégulateur dans
les réponses immunes humorales associées aux pathologies allergiques.
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CHAPITRE W - CONCLUSION ET PERSPECTWES
Nos résultats démontrent que l’IL-16 diminue la production des IgE par les
lymphocytes B, probablement par une voie indépendante de l’IFN-y. Ces données
suggèrent que l’IL-16 joue un rôle immunomodulateur dans l’asthme et autres
maladies allergiques. Le mécanisme d’action exact de l’IL-16 n’est pas encore cormu.
Les lymphocytes T sont importants dans le développement des pathologies
allergiques et l’IL-16 agit directement sur les lymphocytes T. Des études ultérieures
sont requises afin d’élucider les évènements cellulaires et moléculaires conduisant à
la réduction de la production des IgE par les lyrriphocytes B en présence d’IL-16.
L’étude de l’implication de l’IL-16 dans la réponse immune de type allergique a le
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